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DERIVES DE COLLAGENE, LEUR PROCEDE D'OBTENTION ET LEUR APPUCATION A LA 
PREPARATION DE BIOMATERIAUX 



5 DOMAINE TECHNIQUE : 

La pr^sente invention est relative k de nouveaux d&iv^ de ooUagtee, 
en jmrticulier r^ticulables et susoeptibles d'etre utilise, notammsity dans la 
pdi^jaration de biomatdriaux, k partir desquels des produits, ^licables notamment 
10 en m^edne et plus particuUerement en cfainirgie ou m cosm^dque, peuvmt &tre 
obtenus. 

Parmi oes pioduits, on peut dt^ les tissus ou les organes artifidels, tds 
que la peau artifidelle« les protttfeses ou implants osseux, ligamentaires, caidio- 
vasculaires, intta-oculaires^ etc, <m bien encxro, les sy&mes de biomcapsulation 

15. microsp&fereSy microc^sules) permettant la liberation contrfilee de 

prittdpes actifs in vivo. 

A titre d'exenqile, on p&ai ^al^^t 6voquer les accessoires m^caux, 
tels que les fils de sutures ou les rev&tements de biocompatibilisalion d*articles 
m6dicaux implantables. 

20 L*invmtion ocmoeme, ^galemmt, des proc^des d*obtention de ces 

nouveaux d^ves de ooUag&ne, ainsi que de nouveaux produits interm&iiaires 
interv^tant dans le susdit proced6 ^» oifin, le collage rgtiail^ issu du coUagene 
i^culable ^urant parmi les nouveaux deriv6s de collage conformes k Tinvration. 

Le domaine de TinvCTtion est celui des matddaux biocompatibles k base 

25 de collagtee, utiles comme mati^ prraii^ pcmr la realisation d 'articles destinds 
k toe mis en contact avec ou implantes dans le corps humain ou animal et cqiables 
de s'assimiler au mieux aux matgiiaux biologiques^ notamment sur le {dan 
mgcanique, de mani&re k pouvoir les remplacer. 

Le collag^e est une piotfine connue, prgsmte a tous les niveaux de 

30 Torganisation des tissus conjonctifs : il s'agit de la princqiale prot&ne de la peau et 
du tissu conjonctif. Par nature, il poss6de des caract&istiques biochimiques et 
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phyaco-chimiques relativemCTt biai adq)t&s pour des utilisations en taut que 
biomat^ux. 

Au sens de la jn^gsente invmtion, le terme c6IIagtaed6signe tout peptide 
de nature collag6mque, td que le coUag&ie, le coUagtoe d&ature et la gflatine. 

ART ANTERIEUR : 

DiffdiCTtK qualit6s de coUagfaie d^origine animale ou humaine sont 
actuellement commenialis^es dans le monde, ttSOTtidlemrat pour T^laboration de 
biomatSriaux ou de pioduits cosm^tigues. 

Dans les applications r^iandues & rheure actuelle, on se satisfiait des 
propria des difGSiraites quality disponibles. 

Ainsi, panni ces cx>llagfaies on trouve d'exc^mts siqjports d'adh^cm, 
de multiplication et de croissance ceHulaine, apprid^ pour la ifelisatian de milieux 
de culture ceUulaiie^ 

On tire ^galement profit de leur hydropWlie, de leur feible 
immunt^aiicitfi, de lair bonne r&dstance k la prot6olyse et de leur caractfere 
h^mostatique. 

Les pnqmetes m6caniques des collagSnes naiife sont acceptables pour un 
certain nombie d'utilisuions. 

Cq)endant, force est de reconnaitxe que, dans le domaine des articles 
m&Iicaux in^>lantables, tds que les implants et les pxoth&ses, les coUagfenes nalifs 
du marcb£ soufiient d'importantes lacunes quant k leur resistance mdcanique et k 
leur resistance k la proteolyse. 

En efifet, rintroduction de ces corps dtrangers» que constituCTt les 
inqilants et les protheses, dans un organisme vivant induit des phdnomtaes de rejet 
qui se traduisrat, notammeit, par des reactions inflanunatoires provoquant, entre 
autre, la production de collagenase, qui hydrolyse le collagfesie, n &i r&ulte, pour 
le moins, une alteration du conqKMtemait m&anique du grefFon a base de coliagbie. 

On sait que la reticulation permet d'am^orer les proprietes m6caniques 
du collagene. Hie confte aux fibres de coUagfene une trfes grande resistance k la 
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traction, h la d&hinire et k la degradation enzymatique, grice aux nombreuses 
liaisons covaloites qu'elle crte aitie les cbaines de collagfene. 

Sur la base de <xtte oormaissance sdentifique, de nombiwises Etudes ont 
&6 entreprises pour d^vdqpper les possibilit^s de reticulation artifideUe du 
5 collag&oe. 

n est ainsi sppam trois grands types de techniques de rtticulation de 
ptotfine. 

Le premier type de technique est la reticulation k I'aide d'agent pontant 
dans laquelle des mol&ules exogfenes, le plus souvent bifonctianndles, rfegissent 
10 pour pennettre raablissement des liaisons. Les r&ctifs les plus fi€quemment 
employes sont : 

- Les mono- et di-aldfliydes. tds que le formaldfliyde (engendiant des ponts 
m&hyl^es), le malonalddhyde et, suriout, le glutaraldfliyde (r^ticulant par 
liaisons imines et aldols). Les prindpaux probtemes sont dus h leuis cxtr^mit^s 

15 - CHO qui sont iiritantes et k l'autppolym6risation des di-aldfliydes qui produit 

des polymferes cytotoxiques. 

- Les composes dicaiboxyliques. lis sont, k ce jour, essentieUement employes, soil 
pour modifier le collagfene, soit pour le tannage des peaux. lis i6igissent par 
formation de liaisons amides, voire estexi, 

20 - Les diamines, telles que rhexam&hylfene diamine, qui agissent uniquement par 
liaisons amides. 

- Les diisocyanales, dont I'hexam^fliylfene diisocyanaie qui est utilise pour la 
r£ticulalion par liaisons amides. 

- Les disulfonyl-chloruies qui 6tablissait des liaisons intra et inter-cat&aiies. 

25 Suivant un second type de technique, on procfede k la cr&tion d'un 

r&eau par liaison covaloite entre les mdl&ules de coUag^, et ce sans greffege de 
compos&s exogtees. 

Les prindpales m^tfaodes eniploy6es sont : 

- L'inadiaticn (rayonnemait ultra-violet ou gamma) qui produit, k la fois, un 
30 cotain nombre de dfea m i n ations oxydatives pamettant des reticulations par 

liaisons imines et aldols, ainsi que des radicaux libres trfes r^actifs pouvant crier 
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des pontages covaleats. Une teUe m^thode pr&oite I'lnconvferiait de provoquer 
la rfticulation du collagtee uniquement dans une gamme ftroite de basses 
-6aeiEies. Pour des ^leigies supdrieures, eUe entraSne des hydrolyses ou des 
d&iaturalkms tibs pi^udidables au produdt 

- lAd6*ydratationpoiiss& (plus de 100" C sous vide) qui coi^ 
de liaisons amides « esters, ainai quedelysino-alanines intra et iniemiol&ulaiies. 
Parmi les rfactift employis, on peut citer les caibodiimides, tds que le cyanamide 
ou le dicyclohejcylcartKjdiiniide. Ce mode de rfticuiation en est encore au stade 
raqpdrimental. 

- La reticulation enzymatique par des protfines mimant I'cffet de lysyloxydase 
(enzyme responsable de la rtticulation natuteUe). Cela reste, pour le moment, S 
retude. 

- L'wydo-reductionquiinduituned&aminationoxydativedesextt^mit&amintes 
qui deviennent aldSiydiques. On utilise, esseotieUement, des cations m^talliques 

15 (Co»+, Fe»+, AI»*) assod^ k des cofecteuis (Asooibate, Pyridoxal - 5P), ainsi 

que des sumtes ou des nitrites. Cette mfiftode est trfcs utilise pour le tannage du 
cuir. 

- L'activation fonctionndle, en particuUa- des caiboxyles qui peuvent fbumir des 
azides d'addes ayant une rfactivit6 trfes sflective vis-k-vis des extr^i^s - NHj 

20 et conduisant k la formation d'une liaison amide. Divers biomat^riaux peuvent 

ainsi gtre rialisds. 

Le troisifeme type de technique est la rftticulation par cqpolymdrisation. 
Elle consiste a leunir, par des liaisons covalentes, le collagfene a un autre polymfere 
pour donner des conformations plus ou moins enchevfitrfes, Les polymeres le plus 
25 souvent associ6s au collag&ne sont : 

- Les d&iv6s d'acrylique, dont la toxicity est souvent ledWbitoite pour les 
plications en mddedne humaine, du ^pe implant 

- Les mflanges acrylonitrile-styiene avec lesquels il n'a jusqu'alore pas &£ possible 
de dqxasser le stade du laboratcnie. 

30 - Les polyur6fliannes surtout utilises dans le renforcem«jt des cuirs tann&. 

- Les polyalcools. 
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- Les sSxcones. 

Les UaisoDS in^iiqufes dans la copolym&mticm son! trts diverses et 
dSpmdmt des gfoupemmts mis en jeu par diaque pdymte. 

Toutes ces tediniques, qu*elles saiexit de nature physique ou chimique, 
5 possMrat de noinlnrax inocmv&iiesits. 

Tout d^abmd, cdnceniant 1^ rfticulations ddmiqaes, eUes doimrat lieu 
& des r^dus toxiques dans le collag^e r€ticul£. rfisidus peuvent &re sous 
de r£acdfs non consommes ou de fonctions r^acdves libres, issues de r^actifs 
bifonctionnds qui n*ont r^agi que par une seule extrdmit^. 
10 De mani&re g&i&ale, ces deux types de reticulation entrainoit une perte 

partielle ou totale de rafBnitd des cellules tissulaires pom le coUag^e modifi£* 

En outre, elles ne peuvent pas toe mises en oeuvre pour Tobtrntion 
d'artides rnoul^, k partir de solutions de coUagtee. En e&et^ aucune d 'elles ne 
permet de maltriser la dnSdque de r^ticulaliony pas plus que le taux de reticulation. 
15 I^uis de telies conditions al&Ltoires, il n'^ pas possible d'envisager des 

&brications iadustxieUes simples, ^nomiques et condui^t Sides produits de quality 
m&^mique adaptde aux ^jplications vi$6es. 

C'est la raison pour laqudie, dans la grande majorite des cas, 1^ 
techniques de reticulation ont &e uti]is£es limitativraimt sur des pi^s anatomiques 
20 ou des tissus cont^iant du collagtee. 

De fa^on plus exceptionneUe, elles ont mises en oeuvre pour la 
reticulation d'articies prdformes en coUag^e, essaitiellranent des films ou des 
feutres. 

lEn tout etatde cause, dies demeurmt inoperantes dans le large domaine 
25 restant des sgyplicadons k titre de biomat&iaux. 

n a dte propose, par aill^irs, d'exploiter le pontage le plus couranunrat 
TCTContre sur le plan InolQgique, la liaison disulfiire - S - S 

L'article intitdfi "Enbau von cystin-brilcken in kollagra", F, SCHADE 
& H, ZAHN, Angew. Chem 74, 904 (1962), d&rit aina la fixation directe d*un 
30 d6nv6 de la cystine sur du collagfene, pour trater d'efifectu^ une reticulation 
pontage S - S 
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Dans ce r6sum6 succinct de leurs tiavaux, les auteurs piftraidmt avoir 
obtCTU du collagtee r£ticul6 par des ponts disulfur^. 

L'agent r^culant mis en oenvre est im d6nv& de la cystine, dans iequd 
les deux fbncticms amines de la cystine rat £t£ bloquees par un gnnq^emmt 
S protects, du genre ben^loxycaibonyle et dans lequel les deux fonctions acides de 
la cystine ont &6 activ^ par est^dficadon k Taide de nitrqphfinol. 

Le gieffage de ce d£iiv6 de cystine sur le coUagtee s'cvp&Ee dans un 
milieu neutie & base de dim&hylfonnamide et d'eau. 

Apr^ gieffage sur le collagtoe, les ptmts disulfure ont 6t& rSduits puis 
10 rfo]cyd£s par Toxygtee de I'air (fiact^ d'autor^culation) en milieu basique. 

M&ne dans d^ conditions qpdmales thdoriques, la technique de giefiage 
direct employ^ ne pennet d'attdndre que des taux de substitution iaibles, £gaux k 
0,3 mM/g de coUag&ne maximum, ce qui correspond k un greffage d'une fbnction 
thiol, libre ou substitute, sur chaque r^du lysyl du collate. 
15 Dans tout le pr^smt expose, le taux de grefi&ge sur le coUag&ne est 

raprim^ en millimoles de fbnctions thiols, libres ou subsdtuees, par gramme de 
collagtee (mM/g). 

Vingt ans s^n:^ ce premier article, la demande de brevet EP 0 049 469 
divulgue un pansem»t k base de collagene et de fibrinog^ combin6s. Dans ce 
20 Axnimmt, on dterit Tintroduction directe de fonctions tiiiols dans du coUagtee 
soluble extrait de tendons. L» fbnctions thiols sont ammtes {rar I'interm^diaire de 
la N-ac£tylhomocyst£Lae ttiiolactone. 

De la m&ne mani^ que prte^d^nment, le grefEiage de cette mol6cule 
sur le coUag^ ne peut int^rvenir que sur les radicaux anting libres^ port£$ par les 
25 rSsidus lysyls, ce qui £quivaut k un taux de grefEage maximal de 0,3 mM/g, en 
six^osant que la reaction ^t tt>tale. 

Ceci est coxxoborS par un article de BENESCH & BENESCH, 
"Proc^ding of the National Academy of USA", vd. 44, 1958, p. 848-853, dans 
l^uel le tableau I de la page 849 montre que le taux de grefEage maximal en 
30 fonctions SH obtenu est de 0,295 mM/g, et cda meme en prgs^ice de larges exc^ 
de thiolactone. 
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Force done de constater que ces deux techniques ant^^nes mettent 
en oeuvre des coQag&nes sur lesquels soni gceff^s diiectemrat des r£sidus cyst&ques 
etofftmt ainsi, fb&mquemmt, la possibility de r^alis^ des it^dculations par pontages 
S - S. Mais oes techniques ant^eures pr&mtent rinconv£ni»t m^eur d'impos^ 
5 une limitation ti&Ihibitoire quant au nombie de pontages S - S envisageahles. > 

^ Elles n'ont done {os dSbauch6 sur des a^yplications biomSdicales 
concF^ites. 

Aussi, dans c&t €tBX de fiaits, la piesente invraticm vise k proposer un 
collage modifie, soluble dans Teau et/ou dans les »>lvants organiques polaires 

10 aprotiques, porteur de fonctions thiols libres ou substitu&s a pp art e nant k des residus 
de cyst&ie ou de sss d&riv£s. Un autre but de Pinvention ^ de propo^ un 
coUagtoe modifi6 qui soit riticulable, c'est-k-dire apte k r£ticuler par formation de 
ponts disuliures » pr^smce d'oxydants doux, en permettant une excdlCTte maltrise 
de ia dnStique et du taux de peculation. 

15 Un autre but de Tinvention est de fdumir un collage "thiolis^**, 

F^culable en gels de dmsit^ de reticulation, done de resistance m^canique, 
modulable i Tavance, de fagon a etie adaptable k divers types d'applications. 

Un autre but de Tinvention est de foumir un coUag&ne, modifie, 
r&iculable, dont la souplesse et les performances de reticulation le consacient comme 

20 une mati^ prraoi^ pardcuii^rement £q)pnipri6e pour V Elaboration, par exmiple par 
moulage ou extrusion, d'articles m^dicaux solides, du type implants ou proth&ses. 

Aussi, c*est aprfes avoir men6 de nombreux essais ei dtudes que la 
D^nanderes^ est parvenue k surmonter les obstacles auxquds s'^tait heurte Tart 
ant^eur et k attdndre ces buts et d'autres en fixant directemmt des residus 

25 cysteiques sur le coUagtee, avec de forts taux de grefiage. 

EXPOSE Iffi L*I^n^EamON ET MEnj^^ 

Ainsi, la prisente invoition conceme un nouveau collagtee modifie, 
30 soluble dans Teau et/ou dans les solvants organiques polaires aprotiques et contenant 
d^ foncticms thiols libres ou substitu^, port^ par des residus de cystdine ou de 
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ses d&iv&, lesdits rtsidus 6iant. au mdns ei paitie, des rtsidus fix& directement 
au collagtee, caractfirisfi en ee qu'il posskie un taux de fonctions thiols superieur k 
0,3, de prgf^ce & 0,5 millimoles .(mM)/g de collagfene. 

les i^dus de cystine ou de ses d&iv6s (d-aprts indifKremment 
5 d&den&t sous le terme gdn^ : rtsidus "cystfiques"), sont diiectement h6& au 
collagfene par rintermddiaire de leur(s) fbnction(s) carboxyIique(s) et indent k la 
formule g€&&ale suivante : 

< 

O 

II 

10 <D R,-S-(CHj),-CH-C- 

I 

NHR, 

dans laquelle : 

- X est un nombre entier, de prffdreoce 6gal k 1 ou 2, ce qui conespond, 
15 lespectivnnait, au squdette de la cysteine, et de Thomocystfine, 

- R, est I'hydrofiJaie ou un radical hydrocaitoon^. de prfifi&ence choisi panni les 
radicauxacyles, alkyloxycajtonyles, aiyloxycaAonylesouaialkyloxycartionyles ; 

- est rfaydrogfene ou un radical hydrocarbon^, de pi^ffeence choisi panni les 
radicaux suivants : alkyloxycarbonyles. aryloxycarbonyles ou 

20 aialkyloxycarbonyles, aralkyles, thioalkyles, thioaiyles ou thioaralkyles. 

Conform&nent k une forme pi6f6r6e de raise en oeuvie de I'invention, 
le collagaie modifid est i^culable. 

Au sens de la pr&ente invention, le terme "r^iculahle" d&igne des 
coUagfenes modifies, aptes k s'autorSticuler, spontan^ment ou moyennaiit une €lapc 
25 intenn6diaiie ais& k m^tre at oeuvre, telle qu'une oxydation. 

De fe^on tout k fidt avantageuse, le oollagtee modifig r^ticulable suivant 
I'invenlion est aisdment faQonnable et manipulable industiieliement. D permet 
d'obtenir des articles m&iicaux, du type implant, prothfese ou peau artifideUe, 
atoxiques, non iramunogfenes et dont les propriety m&aniques et biologiques sont 
30 paz&itemoit adspt6es k I'^lication visde, 

Le taux de substitution de ce coUagfene modifi6 i€ticulable par des 
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fonctions thiols libies peut yarier dans une laige plage de valeurs. 

Ceci est particuli^nCTent int&essaat au xegaid de TadaptahUit^, 
notamment sur le plan des pnqxri^t^ m£caniques, du biomat^au k divexses 
qipHcatLons finals. 

S Ce coll^g^e modifi^ peut Stre assode k d*autres mat^riaux polym&ros 

utilisables dans rfiabaiation de biomat&iaiix. 

Dans oette fonne pr£fi£r6e de mise oeuvie, le stibstituant de la 
formule g&i£iaie du r6sid\x cyst&qnc est dliminable, de mamfeie k T6g^€i€r un SH 
(R2 ^ H) donnant aoo&s k Taptitude k la r^iculatian* (xnrespond, de pr fifi Srence, 
10 aux substituants smvants : _ 

-CH2-»-N02, -C-O-CHa-^-NO,, -S-R3 



avec R3 — ou : 
15 NHR, 

I 

- (CHa), - CH - C - R4 

II 

O 

20 R4 dtant ^al k OH, NH - coll, O - ccdl. 

De m&ne que prBo£deinnient» x est. de prfifdrm ce, £gal & 1 ou 2 
(cysteine/homocystfine), et R| peut €tie constitu^ par les ladicaxix dcmn& d-avanL 
On peut dter, m particulier : 

O O 
25 tl II 

rhydrogtoe, . C - O - CHi - ♦ou-C-O - CHj - * - NO^ 
Ddm les formules d-dessus et dans la suite du pr£s»t expose, on 
d^gne le radical ph&iyle par le symbole # et une diaine coUag&iique par 
rabrfiviation coll. 

30 Suivant une variante avantageuse de Tinveation, le substituant R, est une 

unit£ polymte de ftmnule suivante : 
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f-C-CH-NHt.H 
OD I 
5 (CHj), 

I 

S 

I 

10 dans laqudle : 

- X est td que d^fini d-dessus, 

- n ^ 2, 
-K5=H, - S- «ou: 

S 

15 I . 

I 

CH 

/ \ 

20 R«-NH C-R< 

D 

o 

avec Kc » H ou l'uiut6 polymferc QS) ci-dessus ddfinie et avec = OH, NH - 

con. O - coU. Loisque R4 = NH - coU et/ou O - coU, le collagtee est sous sa forme 
25 i€ticul^. 

La pr^sente invoition compraid, dgaleraent, des collagtees modififo non 
r^culables. C'est, notamment, le cas lorsque, dans la fonnule g&i^e des i€adus 
^stfiques donn6e ci-dessus, le radical Rj correspond a Tun des substituants 
sui^^ts : 



30 
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. CHj . * ; - C . O - CHa • * ; . CHa- S - CH^ - * 

I 

O 

Le gref&ge direct des r^dus cyst&ques sur les foncdons nucl&>philes 
5 (OH, NHj) des addes amines du coUag^ dotme Bcchs k des taux de substitudoQ 
sq)&ieurs i cem obtenus jusqu'alors* D d&oule de mdll^ires propria^ 
m&aniques pour le pioduit r&icuI6 obtenu & partir du coUag^ modifi6 
(r&iailable}. 

Le passage de ce collag^e modifig k Tdtat r&iciil£ s'op^ ais&nent, par 
10 oxydadon des foncdons thiols et cr£adon de ponts disulfuies dans un enviixmnraient 
oxydant deux. Dans des conditicms physiologiques in vivo, cda peut se produire par 
autpoxydadcm par Toxygtee di^us ou par oxydadon enzymatique, alors que, dans 
des conditions non physiologiques in vitto, Toxydation peut s'efifectuer k Taide de 
rfeicdft HOT toxiques, tels que le peroxyde d*hydrogfene, Toxygfaie de Pair ou ri<Kie. 
IS Le polym&re r£dcul6 peut £tre obtenu tsts stable et poss£dant une grande 

resistance mdcanique. 

L'invention cohceme, ^alemrat, k titre de produit nouveau, un 
coUagtee ii6dctil6, insoluble, notammcnt dans I'eau et/ou dans les solvants 
organiques, caractdris^ m ce que ses pontages intercal£naires sont essentiellemmt 
20 constitu£s par des ponts disulfure form^ jpar d^ rdsidus cyst&ques qui sont, au 
moins pmr partie, des r£sidus cyst^ques grefifds directemait sur le coUagtee, 
suivant un taux sup&ieur k 0,3, de prftffirence k 0,5 mM de foncdons thiols libres 
ou substitutes par g de collagfene. 

Ce collagene r£dcul£ peut £tre obtrau k partir du coUagtee modifig, 
25 autor£dculable d&nt d-dessus. 

Laprdsmte invention conceme, par ailleurs, un proc6d6 d'obtmdon d*un 
collag&ne modifid, soluble dans Teau et/ou dans 1^ solvants organiques polaires 
^rodques et comprraant des foncdons thiols libres ou substitutes, porttes par des 
rtsidus de cysteine ou de ses d£riv6s, ces residus cysttiques ttant, au moins pour 
30 partie, des rtsidus greffts directmmt sur le coUag^e. 

Ce prrctdt consdtue une possibility, parmi d'autres, pour obtoiir les 
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collag^ies selcm 1 'invention dtoits d-avant. 

ConfonnOTient & im mode prfiferfi de ndse en oeuvre, le proc&l^ 
consiste, ^smtieliement, k : 

" placer le coUagbie de d6|»rt dans un solvant, en miliai homogtee ou diapersif , 
5 - prot^o: les fonctions thiols et amines lihrcs du i^sidu cystSque mis en oeime, 
- activer la (ou les) fbnction(s) add^s) dudit i€sidu. 

L*originalit6 de ce pioc&ld timt au fidt que I'on met en oeuvie un milieu 
solvant oudispersifducollag&ieded^KUt, anhydrectqueronfeitieagirlesifeidus 
prot6g& et activfe avec le coliagfene de depart, en pr&ence d'une base organique et 
10 en absence d'eau, de mamfere i obtrair le coUagfene modifi£ vis6. 

n est du merite de la Dwnandaesse d'avoir mis m dvidMce que ces 
raiact&istiques opfeatoiies font imtie de celles qui sorit essentieUes pour attdndre 
d*importaiits taux de gteffage de r6sidus cystfiques, done de fonctions thiols, libies 
ou substitu^, sur le coUag&ne. 
15 En particulier, il a d&ouvert^ qiie la tfection du coUagfene avec le 

ifeidu cystfique convcnableraoit prot^fi et active par formation d'anhydride ou 
d*ester, pr&enoe d'une base organique ^ en absmce d'eau est Tun des Sdmaits 
determinants pour I'optimiration du greffage. 

Le matdiiau de d^>ait utilise dans ce pioc6d6 peut fitre du oollaghie 
20 animal ou humain, prdsratant ou non des t^Iopeptides. 

Selon le mode deactivation de la (ou des) foncticm(s) acide(s) letenu, il 
peut tae avantageux, soit de solubiliser le collagtoe de depBii dans un solvant 
organique anhydie, td que le dim^thylsulfoxyde (DMSO), le dimfthylacdtamide 
(DMAO, le N-mfithy^yrrolidcme (NMP), soit de le diapers^ dans un miUeu 
25 organique anhydre, tel que le tfitrahydrofurane (TBF). 

Dans le cas oil il s'agit d'une soluWliation, " die est, de pr€f6rmce, 
efBectufe k Taide d'un auidliaire de solubiUsation qui peut 6tre un solvant, comrae 
par exemple le methanol ou un adde carboxylique. 

Avantagajsement, la base organique est une amine tertiaixe. 
30 Suivant une disposition parjiculiferemrat avantageuse de ce premier mode 

de raise en o&xvte du proc&16 de Tinvmtion, le coUagfene mcKiifid <*taiu est un 
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prteurseur d'un collagtee leticulable, essentielleineat par formation de ponts 
disulfure h partir de fonctions SH, 

Dans ce cas. Tun des moy^ posabl^ pour prot£ger la froctira 
du r^du cystfique mis etk oeuvie est d'intioduize cette fbnction diiol dans un pcmt 
5 disulfure. Aind, on utilise, de pr£f&ence, la cystine, k titie de r&idu cystigique. 

Suivant une vanante de protection de la fbnction thiol, oonduisant it du 
collage ii£ticulable, on greffe sur cette fbnction thiol un radical hydrocatixm^ 
s£lectiQnn£, de pr6f£ience, parmi les substituants suivants : 

-CHj-i-NO^;- C-0-CH2-»-N0,;-S-* 

10 D 

o 

Pour bbtenir cette aptitude k la reticulation, il est n&essaire que soit 
^linunable et transformable m SH, radical qui donne acc&s k la "r^ticulabilit^*'. 

Concemant les foncticms NHj, elles sont prot^Ses par gref£age d'un 
IS groiq>ement R, choisi parmi les radicaux acyles, aryloxycarbonyles, 
alkyloxycarbonyles ou arallcyloxycaibonyles, les radicaux suivants etant 
particuli^runent pr€f€s€s : 

O O 

II II 
20 -C-O-CH,- * •C-0-CHi-»-NOj 

Les groupemrats benzyloxycaibonyles sont tr^ largement utilises en 
synth&se peptidique, en jiarticulier pour la protection des amines (voir : "Hie 
caibob»zoxy and related groups - Chemistry of the anuno acids**, J. P. 
GREENSTEIN and M. WINTTZ, 1961, 2, 887-901, &iit6 par J. WHJBY. NEW- 
25 YOBK). 

L'optimisation du gref&ge du r£sidu cyst&que sur le collagtee passe, 
^gal^nent, par une activation de la (ou des) fbncti(m(s) acide(s) de ce gr^on, par 
exemple par formation d'anhydrides ou d*ester. 

Parmi les difRSrentes techniques d*^vaticm par formation d'anhydride, 
30 utiii:^ Oi synthase peptidique, la Demanderesse en a s3ectionn6 trois convraant 
particulikemrat bien, mais non limitativemrat, pour la mise en o^ivre du precede 
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conforme k Tiiivration. 

La pemi^ d'entre elles ccmsiste k &iie rtagir chaque fbnction acide 
du r^u cyst^ue» avec un ii^actif penn^tant d'obtmir un anhydride mixte ayant 
une grande affinity vis-i^-vis des radkaux nucldophiles ainm& est hydroxylds du 
5 coUagtoe. 

L*agent r£actif utilise est un oonqx>s6 de formule : 

O 

B 

10 dans laquelle R7 est un radical hydrocarbon£ al^hatique et/ou alicydique et/ou 
aromatique, le t^obutyle 6tant prefer^ et X est un haloghie, td que le chlore. 

LediIoniiedepivaloyle(triin£diylac6tyle) convioitparticuli&iemait bira 
k titre d'agent r^actif : 

(CH^ - c - c - a 

O 

La d^ixi^ne vcrie deactivation de la ou des fonctions addes consiste k 
fonner des anhydrides cazboniques mixtes k Taide d*un conq>os6 de fbnnule : 

O 

20 B 

Rg-O-C-X 

dans laquelle est un radical hydrocarbon^ aliphatique et/ou alicydique et/ou 
aromatique, de prefdrence du type alkyle et, plus prfif&ralieUmmt encore, dthyle 
et X est tui halQgtee. 
25 A titre d'exemple, on peut citer Tdthyl chloroformate : 

CH3 - - o • c . a 

n 

o 

L'anhydride fornt^ est r&ctif vis-ihvis d^ amines et des hydix>xyles du 

30 coUag^e. 

Le troisi^e mode deactivation est une formation de N- 
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caiboxyanhydrides- Hie s'^Uque lorsque le r&idu cystfique poss^ une (ou des) 
fonction(s) aniiae(s), prot^6e(s) par des radicaox N-acylalcoxyle, par exemple 
ithyloxy, mfithyloxy ou benzylbxy. L'activation est alois i6alis£e par transftirmatioii 
du (ou des) fonction(s) adde(s) du r&idu en halog^nore d'adde, de pi6f6ience en 
dilonire d'adde, rfiagissant ensmte avec l'(ou les) exti^mit^s) N-aqrIalcoxyl«(s), 
selon im micamsme de cydisaAon intramoleculaiie, ccmduisant k dra anhydrides de 

LSUCH. 

1^5 le cas oik le n^u cystfique est la cystine, Tanhydride de Leuch 

formS a la 
formule suivante : 

O O 

0 = C^ ^CH-CHj-S-S-GHj- CH^ jC = O 

NH NH 

Concranant l'activation de la (des) fonction(s) acide(s) carbo3^1ique(s) par 
formation d'ester, elle rdfeve de techniques connues ca synthase peptidique, cf. : 

- "Thepqitides : Analysis, Synthesis and Biology", GROSS E., Mdenbofer, J. Eds. 
Academic Press. Inc. (London), 19W, 

- "Prindples of P^tide Synthesis, BODANSKY M., Springer-Verlaz (Berlin), 
1984. 

EUe s'effectue ainsi, e. g, i I'aide d'un aloool aliphalique et/ou 
aromalique et/ou alicydique ^ou h^^rocydOlque noo aiomatique. 

A titre d'exOTiples d'alcools ^iproprigs, on peut rata- la N- 
hydroxyb«izotriazole, la N-hydroxysuaanimide ou le p-mtroph6iol, etc. 

Conforro&najt au pnx:6d^ suivant I'invaition, V€(zpt, qui suit la 
20 protection des ftmctions thiol et amine « TactivaJion des fonctions acides du i6sidu 
cystfique, est odle oD Ton feit rfiagir ce dernier avec le collagfene de d^art, 
6ventueUement en pnfaence d'une base oiganique et, de pr^graice, en absence 
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d'eau, de manitoe k crtjtrair, soit le coUagtae modifi6 visfi, sent un precurseur du 
ooUagtee rfdculable, modifi6, vis£. 

conditions g&i&ales de cettc mise ffl r^acti 
ddfinies m synthfesepqrtidique etd^ieident du type deprototicm ^ deactivation mis 
5 » oeuvre. 

Plus pii6cis&nent et confmm&nMt k I'une des c ar acteristiques essraitielles 
du procddfi suivant Tinvention, c^ reaction doit s*opto presence d'une base 
anunte de type tertiaire, de prffdraice, la tri^ylamine. 

<>lte base augmrate la nud€oiMie» done k rfectivite, des aiim 
10 des ii6sidus lysyls du coUagfene. 

Elle est, avantagMseramt, ra quantity suffisante pour neutraliser les 
fonctions caiboxyliques des rfisidus addes du coUag&ne (acides aspartique et 
glutamique reprSsratant OTviran 9 % ea nombre des acides amin& du coUag^e), 
ainsi que les produits acides fivMtuellemmt formfis lors du gref&ge, 

15 LoT^ue les r£sidus cystfiques oat subi une activation "anhydride" de 

leurs fonctions acides sdon le premie ou le deuxifeme mode deactivation d&rit d- 
dessus, on les fait r^agir avec du collagfaie solubilis6 dans un milieu solvant 
bomog&ne organique &t anhydre. 

A rinverse, dfes lors qu'ils sont activ& suivant le troisifeme mode 

20 deactivation ^'anhydride", le collagtee mis en oeuvre est «i suspoision dans un 
mili^ anhydre dispersif ^ h£t6rogtee, du type solvant oxganique apiotique. 

Les temp&atures et les dur£es de rfaction sont fonction du type de 
ifeidus cystfiques nris m oeuvre (ler et 2&me mode de mise en oeuvre) et/ou du 
type deactivation (anhydride, ester desdits rtadus. L'qustement de ces 

25 paramtoes est une operation k la portfc de Thomrae du mdtier du domaine 
consid£r£« 

Aprfes rfiaction, les produits sont pr6dpit£s, sdt k Taide d'un solvant 
oiganique, tel que r achate de^diyle, Tac^tone ou I'dther ethylique, loisque Ton a 
k faire k une solution, soit filtrfo, lorsque le milieu rfectionnd est dispersif et 
30 h&erogtae. 

On obtient ainsi, final^rat, soit un coUagbne modifi£, soit un pr6curseur 
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de coUagtee SH, ce prficurseur pouvant £tre du collag^e ]i6 k une cystine lorsque 
cdled est cfaoisie oomme n^sidu cyst&que ou du ooUaghie lie a un r£sidu cyst&que 
dont I'extn^t^ soiifr6e &t Ii£e & un radical protecteur, par exemple du type : 
. CHj - * - NOj ; - C - O - CH, • ♦ - NO, ; - S . * 
5 II 

O 

Dans le cadre du traisitoie mode deactivation "anhydride", le i6sidu 
cystfique, comprenant des N-carboxyanhydrides p^ donn^ lieu k la formation d'un 
coUag&ne modif!£, sur lequd sbnt greffiSs des restes polycyst&ques de fonnule : 
10 O 

II 

•tC-CH-NHi^. H 
(H) I 

15 I ■ 

S 

I 

Un td coUagtee modifi6 peut lui aussi &re un pr6curseur de coUagtee 

20 SH. 

La transformatian du pii6curseur de collagtee rfidculable est obtraue par 
reduction h, Taide d'agrats rdducteurs sp&ifiques ou par hydrogenatim catalytique, 
en foncdon du groi^^nent protecteur utilise : 1^ groupements protecteurs li£s par 
un pont disulfure sont Siminds |^ reduction, les auties par hydiog&iadon 
25 catalytique. 

agents T&luct^ffs sp&diiques sont, e. g. le^-merc^toSthanol, I'adde 
merc^ytoac^que, le mercaptogtbylamine, le benzylmercqrtan, le thiocr6sol ou bisi 
oicore le dithiotiirfitoL 

Us peuvrat toe, ^alemoit, fonn& par un sd oomme, exemple, le 
30 borohydrure de sodium ou Thydrogdiosulfite de sodium. Les phosphines, telles que 
la tributylphosphine convioment hien ^alemrat k titre d'agrat r6ducteur. 



wo 94/13731 



PCT/ER93/01258 



18 



En pratique, on utilise, de pr^6iaK:e, le /?-maxsipto£tbanol ou le di- 
tfaiothrfitoL 

C^te &ap^ de tnuisfbrmadon pennet de resoiubiliser les cdlag^tes qui 
sent ^ttite dialysis ocmtre de Teau disdllde, puis lyophilises. Le ptoduit final 
5 obtenu est un coUag&ne modifi6 contenant plus de 0,3 tnM de fcmctions thiols poitees 
par les r£^dus cystfiques, par gramme de coUag&ne. 

Ce coUagtee modifii^ p^ &re sounds k une oxydation qui conduit h la 
formatiiHi de ponts disulfures entre les chaines collag&iiques. On obdrat ainsi un 
r£seau tridimensionnel, insoluble dans les milieux phyaoiogiques et soluble dans des 
10 milieux r^ucteurs capables de n&Iuiie les ponts disulfures. 

Le taux de reticulation est detenninant au regard de la resistance 
m6canique ^ de la biod^radabilit6 des rdticulats obtaius. 

Les r^actifs utilises lors des modifications cfaimiques sont, soit 
transformables en produits non toxiques, soit £au:ilmmt ^iminables par des proc6des 
IS non d^radants, comme la dialyse par exemple. 

Le coUagfene modifi^ sous forme r^duite ne contient pas de fonctions 
active rfisiduelles et le collagtee r6ticul6 oxydS ne peut contmir que des fonctions 
thiols n*ayant pas reagi. Ces fonctions ne sont pas toxiques, puisque naturellement 
pr&srates dans \m grand nambre de prot6ines animales. 
20 Les procdd^s d^oxydadon ne font pas appd k des substances toxiques, ni 

k des conditions agressives pour les ti^s vivants. 

L*invCTtion o£&e la possibility tr^ appiedable de pouvoir contr61^ la 
dnetique et le taux de reticulation du collag&ne. 

Un autre avantage non negligeabie de Tinvrntion est qu'elle permet de 
25 modulo^ les propridtes n^caniques en contrfilant le nombre de rSsidus cystdiques 
introduits par unite de masse du collagtee. 

n faut souligner que les produits selon I'invention sont stedli^les par 
les methodes classiques de sterilisation de polymtres biologiques. 

n s*ra5uit que les produits reticulables sdon Tinvration trouvent des 
30 i^lications inunediates, d'une part, en mededne humaine ^ d'autie part, dans le 
domaine de la biologic. 
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En m^dedne humaine, a peut s*agir d'implants, par exemple 
qphtalimdogiques, de piotti&ses, par exMiple osseuses, de pansemCTts sous forme 
de films ou de feutres, de tissiis artifirids (^derme, vaisseaiix, ligammts, os), de 
systtaies de bi(w>capsulaiian (microaph^, miCTocsq»ules) permktant la Ubdration 
contrdlfe de princqpes actife in vivo, de revfttements de Wocompatibilialion 
d'ardcles m&iicaux i]iq>lantables ou Wen, encore, de fils de suture. 

En biolc^e, les materiaux suivant Tinvration constituent d'excellrats 
siq>parts pour cultures cellulaires bidirarasionnelles (films) ^ tridimensi<Mmelles 
(fratres). 

Le coUaghie r^cule selon Tinvration peut fttie utilise seul ou en mdlange 
avw des polymfercs biologiipies modifids ou non ou des polymferes synthdtiques. 

Pour cfaacune des plications biomfidicales pr&dt&s, il est indispensable 
de disposer d'un coUagtee, r&icuK, possedant des propri&6s physicochimiques, 
m&aniques ou biologiques dAerminees m sp&ifiques. Par consdquMt, il est 
n&essaire de maitriser parfiaitemeat les modifications dumiques du coUagtee, de 
mani&iciiKiuvoirproduireune large gamme de rallag&ies r6ticulables i^xmdre 
ainsi, de fiagon satisfiaisante, k la plupart des contraint^ apparaissant lors de 
raaboration du cahiCT des chaiges d*une application donn^. Comme cela ressort 
de la description d-dessus, TinvCTtion r6pond parfidlement k cette n6cessit6. 

D*auties avantages ^ vaiiantes de la pr6smte invmtion ressortrat bien 
de Texempie de mise en o^ivre du procfide suivant Tinvention donn6 d-apres. 
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£XEIVIFLE 

Rt^ARATION DE OOIXAG^^ MDHmfS, IN PARnCOLIER IHIOUSj^, A L'AIDC 
DE CYSIINE EX PAR ACnVAXION "ANHYDRIDE" JmS FONCnONS AODBS. 

5 

A - M6lHODOL(Ma£. 

1 - PRfiPARATIOK DU COLLAOfiNE : 

Le collagfene utiKsfi dans cet exemple est de ratflocoUagfene commercialism par la 
10 Soci6t6 Saduc consdtud i»r un melange d'atelocoUagfene de type I et m «trait 
de peau de veau. 

Dans le cas oh Pactivation des fonctions addes est obtenue par formation 
d'anhydiides raixtes ou d'anhydrides caiboniques mixtes, le collagfene est dissous 
dans un milieu oiganique polaire, ^wotique anhydre. Cda consiste, tout d'abord, 

15 k le feire gonfler dans un auxiliaire de solubilisation constitufi par du methanol 
(15 mUg de coUagfaie k dissoudre). On ajoute, ensuite, un ralvant oiganique, k 
savoir le DMAC, qui permet de solubiliser le coliag&ne, qui reste dans cet dtat aprfes 
dvaporation du methanol sous pression r&hiite. Une solution concentree, contenant 
jusqu'a 8 % de oollagfene peut ainsi 6tre prdparee, 

20 Lorsque I'activation des fonctions carboxyles est realisfe par fonnation d'un 
anhydride de Lkjch, le collag&ae est mis m suspension dans du t6trahydiofurane, 

2 - TttAITEMENT PR£aLABLB DU r£sIDU CYSTfilQUE : 

Le rdsidu cysteique id mis en oeuvie est la cystine. On dispose ainsi d'une 

25 protection ideate de la fonction tiiioL 

n reste k proc6der au masquage des fonctions amines de cette cystine. 
Pour cda, on ajoute 15,3 g de b«uylchlorofonnate ea suspension dans 120 ml de 
soude-l-N, i 7,2 g de L-cystine dissous dans 60 nd de soude-1 N. Apifes trois heures 
sous agitation, le milieu est adding & pH2 h. Taide d'HQ fiN. Le pr6dpit6 obtenu 

30 est exttait k I'ac^tate d'^tbyle. La phase oiganique, sdchfe sur sulfate de sodium 
anhydre, est dvjjjoife et le rtadu huileux obtenu est nqwis dans 400 ml de 
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diloxoforme : laN-N'-di-benzyloxycarbonyl-cysdne (sistallise alors progressivement 
sous fonne de longues aiguilles. 

Les fbnctions addes du d6nv6 de cystine sont ^isuite activ^es par mise en o&ivie 
de Tune des tims techniques suivantes : a, b» c. 

a) Activatioii par fonnaticm d'anhydrides mixtes ; 

- Utilisaticm du cfalonire de pmdoyie (tzim^ylac^le) : 

L*action du dilcmire de pivaloyle sur un adde carboxylique conduit k la 
formation d^un anhydride mixte, ires reactif vis-k-vis des amines ct des alcools. 
A 1,44 g de N.N'-di-bOTzyloxycaibonyl-cy^ine en solution dans 12 ml de 
THF, sont ajout^s 790 fi\ (2 6quivalMts) de tri^ylamine, 
Aprfes refroidissemCTt du milieu k - 5*^ 0, 698 (2 Ajuivaleats) de chlorure 
de pivaloyle sont ajoutes. La r&ction est poursuivie paidant 2 heutes k - 5"" C, 
puis 1 heuie k temp6rature ambiante. Le prfidpit^ de chloihydiate de 
triShylammonium est alors filtrfi et le THF £vapore k>us pression i^uite. 
L'huile obtenue est utilis& ext empui anAnent telle quelle pour ia rdactian. 

b) Actiyation par formation d'anhydiid^ cariboniqaes mfact^ : 

- Utilisation de r^ylclilorofonnate : 

L*action de rdthylchloroformate sur un adde caiboxylique conduit a la 
formation d'un anhydride rarbonique mixte trfes reactif vis-a-vis des amines et 
des aicools. 

A 1,44 g de N,N'-di-bmryIoxycaibcmyl-cystine en solution dans 12 ml de 
THF sont qoutfis 790 /d (2 iquivaleots) de triahylamiiw. 
Aprfes refniidissen»it du miliwi i - 10** C, 540 d'^ylchloroformaie p 
dquivalrats) sont ajout£s en trois fois. La r&tction est poursuivie k c&Ctc 
tMip&ature pendant 30 minutes, puis le chlorijydrate de tridthylammonium 
f6rm6 est filtr6 et le THF 6vzpoi6 sous prison r&luite. L'hmle obtraue est 
utilisfe extemparan6ment telle qudle pour la ration. 

c) Activation i»r formation d'anhydride de JjsuCB : 

Le chaufiEage d'un adde aming N-acylalkoxyl6 (Shoxyld, mdhoxyl6, 
benzom6thoxyl6, ...), dont la fonction adde est activ6e sous farme 
d*halpg£nure d'adde, conduit k une cyclisation intramol&uilaiie, avec 
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formation d*ini N-caiboxyanhydride, racoie appel6 anhydride de LasDCH. Ce 
type de comjK^ est reactif vis-^vis d^ amines ^ des alcools et doit Stre 
pro\ig6 contie rhumidit^. 

La fonnation de ranhydiide de Leuch de la cy^ine se d^ule m deux 
S £tSQ>es, comme indiqu6 d-aprte. 

A la NyN'-diben^loxycaibonyl cystine en solution & 10 % dans ie dioxane est 
djCuM 1,95 &iuivalait de Pdj. Apits IS minutes sous agitation avec 
r^roidissement, le miUra rdactionnel est plac^ k 40** C. 
de la cystine c^istallise alors progressiv^ent. La nfactlon est pouisuivie 
10 pendant une heuie^ puis les cristaux sont filtrds, rinc6s par du dioxane et 

s6di6s sous vide. 



3 - MISE EN RfiACnON DU EfiSIDU CYST&QUE PKOT£o£ ET ACnvfi AVEC LE 
COLLAOfeNE : 

IS Le piotocole est idratique pour tous les r&idus actives selon les techniques a» b, c 
&ionc6es d-dessus. 

Au coUaghie m ^lution dans du DMAC (tedmiques a), b)) ou en susprasion dans 
du THF (technique c)), on ajoute la tiidthylamine ct quantity adequate. Aprfes 15 
minutes sous agitation, les milieux sont amm^s k la tempdiature de reaction et les 

20 derives activ£s de la cystine sont ajcmt^. Pour chaque rdsidu cystine activ6, les 
conditions exactes de mise en reaction sont indiqudes dans le tableau I d-^xrfes. 
Apjhs reaction, les OTllagtees (tedmiques a et b) sont pr&dpit&s par de Tacdtate 
d'fthyle, lav6s par de Tac^te d'&hyle, pins rinces par de Tacdtone. Pour la 
technique c, le coUagtoe dispCTsfi dans du THF est filtrf, puis rincfi par du THF. 

25 Les coUagtees rnodifi^ obtraus sont mis en suspenaon dans Teau (concratration 
5 % (p/u) pour a ^ b, 1 % (p/n) pour c). 1 Equivalent de ditiuothrfitol par mole de 
dMy6 cystine introduit &i reaction est qout£ aux coUagtees et le pH est ajust^ k 9,5 
par de la soude. La reduction est poursuivie pendant 18 heures k traip&rature 
ambiante. Elle perm^ de solubiliser les coUagtees, 

30 Ces coUagenes sont alors pr6dirites ^ pH = 2 par de Tadde diloihydrique, dialysis 
sous azote & pH = 3, puis lyophilisEs. 
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Tableau I : Cqnoihons pe msse en r^aciiok des d^rivibs actives de la 

CYSTINE AVEC LE COLLAOENE 



5 












CcdlagteB 


I s 








Solvent 


DMAc 


DMAc 


THF 
















ConceutxBtion en 


5 * (p^) 


5 % (p/v) 


5 % (p/v) 


10 


coUag^ne 










Quantity de 


3 eq^/fancdon 


3 eq*/fo>action 


3 eq/fonctioo 




fottctkms acides 




sub^tuable 


sab^tuable 














BtjN 


190 /il 




1,12 011 


15 




- 5 * C pods ictour 


- 10* C puis letovr 


RefandiKsement k 






progressif ^ Ta 


prpgressif k Ta 


- 75* C avant ajout 
de Tanhydnde, puis 
-35**C 




Temps de reaction 


20 hevres 


20 hemes 


20 heores 



&l : Equivalent. 

20 * : bas6 sur im midement deactivation du n£sidu cyst^ue de 100 % 
Ta : traip^atuie ambiante. 
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B - R£SULTATS. 

Les 6diantillons II, m de coUagtee modifi^ sont soomis k ui^ analyse de 
teneur ea cystine selon la technique de dosage des SH ]mr Tadde 
S dittdonitrobenzolque (DITIB) d6ctite dans G. L, £lmann, Ardi, Biochem, Biophys, 
1959. 82-70, 

L'ajout de DTNB une solution contenant des 5H libres conduit ^ Tapparition d'une 
coloration jaune prqportionndle k la quantity de thiols pr&ents (33). Une tope 
d'hydrolyse en milira i&lucteur est efifectu£e au pr^alable. EUe pmnet la coupure 

10 des ponts dasulfures en SH, qui s^ils sont dos6s. 

A 20 mg de coUagtee (natif ou modifi£), on sgoute 1 ml de NaOH«4N-^ cont^iant 
1 % de NaBH4. Apits deux heures d'hydrolyse k W C, les milieux sont acidifies 
par HCWiN- jusqu'i ce qu'il n*y ait plus de,d6gagement gazeux. Les t6moins sont 
alors dilu6s au 1/SOO et les &diantillons au 1^00 par du tampon acetate 0,1 M, 

15 pH = 5. 

A 2 ml de ces solutions, on ajoute 100 /d d'une solution de DTNB 10 mM pTepai6e 
dans du tampon phosfdiate 0,1 M pH = 7,2. L*absofption des &:hantilions k 410 nm 
est mesur^ api^ 10 minutes d'incubation k robscurit^. Les quanti^ de cyst^e 
dans les 6chantiIlons sont calculi k partir d'une ganmie dtalon de cyst&ne (0- 
20 20/tg/nil). 

Les r€sultats sont prdsmt^s dans le tableau 2 ci-dessous. 



25 



30 
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TAHLE4U 2 : 



5 







CoDqgtee oafif 


0 


I 


0,61 ±0,05 


D 


0,41 ± 0,02 


m 


1,59 ± 0,46 



* = mM de ftinctions SH/g de collagbie. 

Ce tableau montre que le procfidg suivant rinvmtion permet d'obteiir des cxjUagfenes 
modifies, rfiticulables et oontraant au raoins trois rferidus cystfiques pour 100 addes 
aminfs du ooUag^. 
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REVENDICAHONS : 

1 - Collage raodifid, soluble (hns Teau et/ou dans les solvants 
oigamques pcdaires ^lotiques et compTHiant des ftmctions thiols libres ou 
sab^tu6es, portfes par d^ rtadus de cystfine mi de ses d&ivfe, tedits r€adus 

5 ctant, au moins pour i^rtie, des r&idus grefli^ directemMt sur la chsSnc 
coUag&uque, 

caract6ris6 en ce qu'fl poss^e un taux de fonctions thiols, libies ou 
substituees, sup6rieur k 0,3, de prfif&mce k 0,5 mM/gramme de collagtoe. 

2 - Collagtee selon la revendicatioii 1, caract£ris6 &i ce que les lesidus 
0 cystdiques r^>ondait k la formule g^idiale suivante : 

H O 

. I II 

(I) . S - (CHj), - C - C - 

I 

5 NHRj 
dans laqudle : 

- X est un nombre enti^, de prfifiSraice ^al k 1 ou 2, 

- Ri est rhydrogfene ou un radical hydrocarbons, de piSfdrence dioisi parmi les 
radicaux acyles, alkyloxycarbonyles» aryloxycaibonyles ou aialkyloxycaibonyles, 

3 - R2 est rhydrogfene ou un radical hydrocarbon^, de pr£f(£ience dioisi parmi les 
radicaux suivants:alkyloxycarbonyles,aiyloxycaibpnyiesouaralk^ 
aralkyles, diioalkyles, thioaiyles ou thioaralkyles. 

3 - CoUag&ne selon la levmdication 2, caiact&ris£ en ce qu^il est 
ngticulable et en ce que Ra est, de pr6f&ence, choisi paimi les substituants. suivants : 

5 H, - CHj ^ * - NOj, - C • O - CHa • ♦ - NOj, - S • R3 

II 

O 

avec R3 = * ou : 
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NHR, 
I 

- (CB|), - CH - C - R< 

a 

o 

II4 ^al k OH, NH - Cfdl« O - aril. 

4 - Collag^selonlaieveadication2, caract^risfencequeRjestdioia 
panni les substitaants suivants : 

- CH) - « ; - C - O - CH, - * ; CH3- S - CH2 - * 

II 

O 

. 5 - CoIU^^ sdoD I'unedes revoidications 2k4, caiact&cis6 eci ce que : 
O O 



15 R, = H, - C - O - CH, - ♦ou-C-O - CH, - * - NO, 

6 - CdOagkoR selan Tune des levmdications 2 k 4, caract^risd en ce que 
Ri est une unitd polym^ de fonnule suivante : 

O 

.11 

20 fC-CH-NH+, H 

(n) I 

(CH,). 

I 

s 

25 I 



dians laqudle : 
-n ^ 2, 
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S 

I 



R«-NH C-R4 

II 

O 

10 avec R« = H ou Tunit^ iK>lym&ie (II) d-dessus d^finie ^ avec R4 = OH, NH - 
C0II9 O - coD. 

7 - CoUagtee r^cul£, insoluble, caract^ris^ en ce que ses pontages 
intercat^naiies sent essmtiellement ronsdtu^ par des ponts disulfure formes par des 
r6sidus cysteiques qui sont, au moms pour partie, des r^^dus cystSques gieff^s 

IS diiectraient sur le coUagtee et pr6sents k un taux supmeur h 0^3, de pi^femce k 
OyS mM de fonctions thiols lihres ou substitutes par gramme de oollagtee. 

8 - CoUagtee seion la levendication 7, caract^iisS en ce qu^il est obtenu 
k partir du coUag^e selon la rtvradication 3 et, eventueUraient, Tune au moins des 
levradications 1, 2, 6. 

20 9 - Proc6d6 d'obtention d'un collagtee modifi£, soluble dans Teau et/ou 

dans les solvants oiganiques polaiies aprotiques et compienant des fonctions thiols 
libies ou substituees, portees par des r^sidus de cyst^e ou de ses d6nv6s^ ces 
r^sidus cyst^ues £tant» au moins pour paitie, des r6sidus gref£&s dixectmmt sur 
lecollagtee, 

25 ledit pTOc6d& consistant k : 

- placK ie coUagfene de d^>art dans un milieu solvant ou dispersif » 

- plotter les fonctions thiols et amines libres du rgsidu cystfique mis m oeuvre, 

- activer la (ou les) foncticHi(s) acide($) dudit r6sidu, 

caracteris6 en ce que le milieu solvant ou dispersif du coliagtoe de 
30 d^)art est anhydie ^ ce que Ton iait r^agir les r6sidus pn)t£g6s et actives avec 
le collagtoe de d^>art, en pr&rnce d'une base organique, de pT6f6tencc une amine 
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tertiaxxe, et en absoic^ d*eau, de mani^ & obtenir le coUagtee modifi6 vis£. 

10 - Proc&le sdon la revrndicatiim 9, caiact&is£ m ce que la protection 
des foncticms thiois est obtmue par selection de la cystine k titie de i^idu cyst^ue 
et en oe que les fbnctions NH^ soot prot^fes gieCEage d'un gtoupsnrat 
choisi pantti les ladicaux acyles, les ladicaux suivant Sant iKtrticulifei^ent 

O O 

-C-O-CHi- ♦ -C-O^CH2-»-NOi 

11 - Pioo&i£ selon la levendicadon 9, caiact&is£ en ce que la protection 
des fonctions thiols et amines lihres du xi£sidu ^^que est rSali^ par formation 
de thiazolidine, ^entuellement slky]&^, 

12- Proc^ selon Tune quelconque des tevendications 9 ^ 11, 
caract£xis6 en oe que Tactivation de la (ou des) fonction(s) acide(s) est r£alis6e par 
formaticm d*un anhydride mixte d'acide, k Taide d'un compost de ibrmule : 

O 

II 

dans laquelle R7 est un radical hydrocaib(m6 a%hadque et/ou alicyclique et/ou 
aromatique, le tertiobutyle &ant prgfSr^, et X est un balogtoe. 

13- Proc6d6 sdon Tune quelconque des xevendications 9 k 11, 
caract&isd en ce que Tactivaticm de la (ou des) f6nction($) acide(s) est i6alis6e par 
formation d'un anhydride caibonique mixte d'adde, k Taide d*un composf de 
fonnulc : 

O 

r 

O-C-X 

dans laquelle est un radical hydrocarbon^ alq)hatique et/ou alicyclique et/ou 
aromatique, de pr^fgroice du type alkyle et, plus p r 6f6r ea tiellement sicore, £thyle, 
et X est un halpg^. 

14 - Proccde sdon Tune qudconque des revmdications 9 k 11, 
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caract£ris£ en ce que le r^du cyst&que est N-ac^lalcoxyl^ ^ en ce que Tacdvation 
de la (des) fbnction(s) adde(s) est x^alisee par fonnation d*un N-caiboxyanhydride, 
k I'aide d'un halog^ure d'adde, de pt&f^&xcQ m diloiure, r6agissant avec r(ou 
les) eKtrtoit^s) N-acylalooxyl6e(s) pour foirmer un anhydride de Leuch par 

S cydisation intnunol^eulaire, 

15-Pioo£d6 selon Tune quekonque des xevendications 9 k 11, 
caiact^ris^ m ce que Ton effedue Tactivation de la (des) foncticm(s) acide(s) par 
fonnation d'uh ester h, I'aide d'un alcool aliphatique et/ou aiomatique et/ou 
alic^dique ^ou h^&ocyclique non aromatique, td que le N-hydroxybrazotriazole. 

0 16 - Proc^6 sdon Tune quelconque des levendications 9 & IS, 

caract£ris6 en ce que le collag^e modifi6 obtraiu est un pr&mrseur d'un collagtee 
rfticulable, essentiellemmt, par formation de ponts disulfuie k partlr de 
foDCtlons SH. 

17 - Proc&l£ selon la revoidication 16, caract&isS en ce que le 
5 prgcurseur est transfonn6 en collagjtie S - H par reduction, k Taide de ii&luct«ire 

sp&dfiques, tels que le /3-mercqytoSthanol ou le dithiotlirfitol ou par hydiog&iation 
catalytique, ou hien oicoie par faydxx>ly8e adde. 

18 - Application du coUag^e modifi£, rfiticulable, sdon la revradication 
3 et 6veatudlemOTt Tune au moins des revendications 1, 2, 5 et 6 ou du collagtee 

0 obtenu par le proc^dS sdon la revendicatim 9, 11 ou 17 <hi du collag^e r6ticul£ 
sdon la revradicatiCHi 7 cm 8, k la prqiaiation d'articles utilities en mSdedne, du 
type implants, inx)fh&ses, peaux artiiiddles, pansements, rev&^ents de proth^s 
ou autres. 
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